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Clo stridiu m difficile に よ る下 痢発症の機序 を解明 す る た め に , そ の毒素の精製が試み られた
. C.
difficile A T C C 17859をbrain hea rtinfusio nbroth で大気下37
0
C 5日間の 静置培養 を行 い , その 上 清を
粗毒素液 と して 実験 に 供 した･ 粗毒素液は濃縮後, 細胞 (Yladr en al c ell, Hela c ell) へ の cytopathic
effe ct (以下C P Eと略) 活性物質の部分精製 を行っ た･ こ の 毒素 に よ る細胞形態変化 を追求 し, 下痢発症
の機序 に関 して興味あ る事実を認め た . 即 ち, 粗毒素液の Sephadex G 200カ ラ ム に よ る ゲル ろ過後C P E
活性を も つ 画分を diethyl a min o ethyl c ellulos eカ ラ ム に か けて, 0 ･1 M NaCl での溶出画分 (画分Ⅰ)
と 0･1 M～ 1･O M NaCl での直線勾配溶出画分(画分ⅠⅠ) に 分離 し, そ れ ぞ れの C P E活性 を細胞形態学的
に みる と, 画分Ⅰ は 5分間接触法で Hela c ellへ の C P E を認め ず Y ladr e n al c ellへ の C P E を認め, 且
つ その C P E は円形細胞化で培地交換 に よ り細胞の 復元 を認 め る とい う cytoto nicity 型を示 したが, 画分II
は 5分間接触法で 両細胞 へ の CPE を認め , か つ その C P E は濃縮核, 細胞剥離, 細胞締化 で培地交換によ
り細胞 の復元 を認 めな い と い う cytoto xicity 型 を示 した. ま た, 画分 Ⅰは Y ladre n alcell でcyclic A M P
産出作用 を認め, in viv o系 と して の ウ サ ギ小腸結無ル ー プ法 で水様透明の 体液貯留, 乳飲 み マ ウ ス法で体
液貯留を認 めた. 一 方画分ⅠⅠは ウサ ギ小腸結染 ル ー プ法で 血 液混入 の 暗赤色体液貯留を認 め, 乳飲みマ ウ
ス 法で の体液貯留と Yladr e n al c ellで の cyclic A M P産出作用 は認 めな か っ た . ま た さ らに , 両者とも
56
0
C 30分加熱に よ り毒素活性 の失活を認 め る とい う 易熱性と マ ウ ス 致死 性(前者が後者よ り大)を認めた.
これ らか ら, 感染 した C･ difficile の 産生す る cytoto nicity と cytoto xicity の 2つ の型 の毒素に よ り臨床
像が修飾 され る可鎗性が 示唆 され る.
Key w o rds C･ difficile to xin, He atlabile to xin, Cytotonicity ty pe,
Cytoto xicity ty pe, Cyclic A M P.
ハ ム ス タ ー の クリ ン ダ マ イ シ ン に 起因す る腸炎は C.
difficile が腸内に異常増殖 し該菌の外毒素 に よりひきお
こ さ れ る と いう こと が,Ba rtlettら
1)8こより報告さ れた.
その 後更に , 人 の抗生剤に よ る偽膜性腸炎や重 症下痢
症 に C. difficileto xin が 証明さ れ る と い う 報告が なさ
れ るよ う に な っ た2)
～ 8)
.
こ の毒素 は易熱性 で, Hela cell
と F Lcell, Yladre n alc e11 の細胞変性を ひ きお こ し
9)
,
ウサ ギ皮膚 の血 管透過性 を高め, ウ サギ 小腸結染 ル ー
プ法 と乳飲 み マ ウス 法で 各々 の小腸内に 体液貯留 をひ
き お こ し, 毒素の 静脈内投与 に よ り マ ウ ス を致死 に 至
ら しめ る と い っ た性状が 知 られ るよう に な っ た10l
- 121
以 上 の 種 々 の 作用 を示 す毒素の 本態 を明 らか に するた
め に C. difficileto xin の 精製が進 め られ, Rolf らm )は
単 一 の 毒素成分を報告し て い るが ,最近 Taylorら川は
2種類の 毒素 を報告 して お り, そ れ らの 分子量も推定
さ れ る よう に な っ た .
著者も C. difficileto xin 精製の 過程で 2 つ の易熱性
細胞毒素を見出 し, その 生物学的活性 をSa ck ら13切5
分間接触法 を 一 部修正 し て比 較検討 した. 各毒素の Yl
adr e n alc ell と Hela c ellに 対す る態度に 差異を認め,
Pa rtial Purific atio n a nd Biologic al Char a cte ristics of He at Labile Cytotoxin of
Closhidiu m D析cile. Su su m uIw aki, Departm ent of Pediatric s (Director: Prof. N･
Ta nigu chi), Scho ol of Medicin e, Kan a z a w aUniv ersity.
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且つその差異とin viv oで の 病原性 を調 べ, 興味あ る
事実, 特に ウサ ギ小腸結染ル
ー プ法 で の貯留体液の性
状と乳飲みマ ウス で の 体液貯留, Y ladr en alc ell での
cyclic A MP 産出に 差異を見出 したの で , 若干の 考察
を加えこ こに 報告す る .




一 助教授) よ り分与 を受 け た C･difficile




毒素の 精製法 (Fig . 1)
1 . 前培養
嫌気培養装置(トミ ー 精エ : N290%, CO25%, H2
5%)内で brain he a rt infu sio n(B B L) (以下B H I
と略)agarで 48時間培養 した C.difficile の 単
一 集落




養した. こ の培養液を毒素産生用培地 へ の接種菌液と
した.
2 . 毒素液の 作製
B H I br oth を20ml用試験管270本に 約15mlずつ
分注し た. 各々 に シ リ コ ン 栓(信越ポ リ マ ー k k)を し,
121
0
C15分加熱に より滅菌 し, その 後直ち に水道水で急
速冷却した. これ ら に 前培養 した 菌液 0.2mlずつ を接
種し, 37
0
C 5 日間特に 嫌気性の 処理 を行 わ ず大気下 で
静置培養した. 培養液3.2 1を 4
0
Cで 1200× g15分間
遠心し, 得られ た上 清 を0.45u m m e mbra n efilte r
(M illipore Corp: , Bedfo rd, M a ss.) で ろ過 し菌体
成分を除去した. これ を粗毒素液と した . こ の 内, 毒
素の 精製 に は AT C C17859株の み を用 い た.
3 . 毒素の 精製
粗毒素液を透析膜 (po re siz e :15Å, ビス キ ン グ,
白井松器機k k, 東京) 内に 入 れ , 室温風で 約 10 分の
1墓に 濃縮した. つしゝ で 70% (W/V) 飽和硫安液で 12
時間塩析後, 4
0
Cで 12000×g15分間遠心 し, 沈澱 部分
を集めた. こ れ を0.1 M Tris - HClbuffe r-0.2 M
NaCl, pH 8.0 で 48 時 間 透 析 後 M ini-Co n
B 15(Amic o nCo rp: , Le xingto n, M a ss.) で 5 ml
以内に濃縮し, 再び同透析液で 24時間透析 し約 7.Oml
を得た.
1) Sephadex G 200 カラ ム に よ るゲ ル ろ過
前記約7･O ml をSephadex G 200カ ラム (¢5.0×
90c m沌 用い 0.1 M Tris-H Cl buffe r - 0.2 M NaCl,
pH8 ･0に よ りゲル ろ過 した. ろ過液 を 1 本 10mlの 画
什ヒして順 次試験管に 分 注 し各々 の 画分 に つ い て cytot
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pathic effe ct (以下C P Eと略) (後記)と蛋白濃度を
調べ , C P E活性 を認 める 画分 を集めた.
2)Diethyla min o ethyl - Cellulo seカ ラム に よ る ク
ロ マ トグ ラ フ ィ ー
前記の ゲ ル ろ過 に より得られた C P E活性画分液合計
100ml を M in - Co nB 15 で約 2 mlに濃縮後,0.1 M
Tris-HCl buffe r-0.1 M NaCl,pH 8.0 で 24時間透
析 し約3.Oml を得た . これ を同緩衝液使用 の D E A E
c ellulo seカ ラ ム に か け , 3 ml づつ 分取 し, 蛋白濃度 を
各々 の 画分に つ い て測定 した. 蛋白濃度が認め られ な
く なる まで溶出 した後 , 更に 0.1 M～ 1.O M NaCl(0.1
M Tris - HClbuffer, pH8.0) での 直線勾配をか け,
3 ml づつ 分取 し, 蛋白濃度が再び認 めら れ なくな るま
で 溶出 した. 以上 に よ り得られ た画分の 各々の C P E活
性を調べ , C P E活性画分を部分精製さ れた 毒素と し,
他の生物学的活性を測定 した.
II. C. difficile to xin の 生 物学的活性測定法
1 . 細胞変性効果の検定
H A M F- 12培地 (日水)に牛血 清(GI B C O) 12.5
% (Ⅴ/V), 牛胎 児血清(GI B C O)2.5 % (Ⅴ/V), カ
ナ マ イ シ ン 100〝g/ml, 重曹0.08% (W/V) 添加した
組織培養用培地 を用 い Yladre n alc e11 と Hela c ell の
継代培養 を行っ た. こ れ らの 細胞 を各々 96穴組織培養
用 マ イ ク ロ プ レ ー ト (Falc on Pla stics, 東京) に 移 し,
5 % 炭酸ガス 恒温器内で 37
0
Cで 18～ 24時間培養し,単
一 層 に な っ た と こ ろで 検定に供 した. 毒素液は pH 7.2,
0.15M の 燐酸緩衝生理食塩水 (pho sphate buffer ed
salin e, 以 下 P B S と略) で倍々 希釈 した もの を用 い ,
次の 2種類 の 方法 に よ り C P E を検定した .
1) 5分間接触法
Sa ck ら1 3)の方法 を 一 部修正 して C P E の検定 を行 っ
た9). 即 ち, 各 々12J(1の 毒素希釈液 をマ イ ク ロ プ レ ー
ト上 で 均 一 層 に な っ た 各々 の 組織培養細胞の 上 に注ぎ,
5 分後培養細胞 を P B Sで 洗浄しその後直ちに前記組織
培養用培地 を添加 し, 5% 炭酸ガ ス 恒温器内で 37
0
C で




毒素希釈液 を培養組織細胞の 上 に 注 ぐま で は前法と
同様で ある が, その 後 は その まま 5% 炭酸ガ ス 恒握器
内で 37
0
Cで培養 を続け,24時間後倒立顕微鏡下 で その
形態変化 を観察 した .
5分間接触法, 24 時間混 合培養法とも 活性の 強 さ は
50% C P E を起 こ す の に 要する希釈魔の 逆数(r e cipr o-
c al ofcytoto xin dilution (log 2), 以下 R C D と略)
で 表現し た.
2 . マ ウ ス 致死活性
716
毒素液0.25ml を体重 25g 前後の D D Y系雌 マ ウス
に 尾静脈注射 を行い , 48時間後 マ ウ ス致死 の有無を観
察し た. 判 定は毒素 サ ン プル 1種 に つ き 3 匹のマ ウス
を使 い 2匹 以上 の 致死 を認め た場合 を陽性 と し, 活性
度は マ ウ ス 致死 の最小量 (minim al lethal do s e, 以下
M L D と略) で表現 した.
3 . ウサ ギ小腸結勢ル ー プ法 (ile allo opte st, 以 下
I L T と略)
De ら16)の 方法を 改変 した 渡部ら17)の 方法 に従 っ た .
即 ち,体重 1.5～ 2.O kg の 雄 白ウサギ を実験 2 日前より
絶食 と し水分だ けは その ま ま与 え た. チ オ ペ ン タ
ー ル
Na (ラ ボナ ー ル , ⑧ タナ ベ) の 静脈麻酔下 で開腹 し,
回腸 の 虫垂 の 結合部よ り 30c m 口吻側で 結致 しその場
所 を起点 と して 10c m の ル ー プを作 り, 各ル ー プ間に
5 c m の間隔を設けて順次 口吻側に 向っ てル ー プを作製
した
.
それ ら のル ー プ に 毒素液 1.O ml注入 後腸管 を腹
腔に 戻 し, 腹膜, 筋層, 皮膚 の順に 各々 縫合 した. 約
=ncu bation in B H =br ot h fo r
城
18時間後屠殺 し, 再 び開腹後腸管 を取 り出して各ル ー
プ毎 に 切 り離 しそ の 重量 を測定 した ･ 長さ あたりの電
量 比 (g/c m) を算出 し 0･2 以 上 を陽性と した.
4 ･ 乳飲 み マ ウス の 体液貯留法 (s u ckling m o use
a ss ay) 1 8)1 9)
生後 4 日以 内の 乳飲 み マ ウ ス に 毒素液0.1mlを22
G の サ ー フ ロ ー 留置針 (テ ル モ ジ ャ パ ン kk
, 東京) に
より 経口 的 に 注入 した. 5時間後開腹して 小腸内の体
液貯留を み た. 判定は貯留部分 の 小腸重量 と全身の 重
量比 を算出 して 0.06 以上 を陽性と した
.
5 ･ Yladre n al c ell接触 に よ る cyclic A M Pの測
定
Y ladre n alc e11 を 50ml 用プ ラス チ ッ ク製培養瓶(ヌ
ン ク社 - 1461) に 培養 し単 一 層 に な っ たと ころで検定
に 供 した . 毒素液 は Yladr en al cell 上に注い だ場合,
3 ～ 4時間 で 細胞形態変化 ( 円形細胞化 又 は濃縮核,
細胞剥離, 細胞縮化) を認め る よう に 希釈したものを
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Fig.2. Gel filtr atio n of(N H4)2S O4
-
Pr e Cipitated
protein on aSephadex G 200c olu
m n(5･O by
90c m)with O.1 M Tris
- H Cl buffe r- 0･2 M
NaCl,pH 8･0, a Sthe elua nt･ T he 7･Omls a mple･
ap plied to the c olu m n, C O ntain ed 547･75mg o
f
pr otein･ SymboIs‥ ● , abs orba n c e at
280n m ,
0
, re Cipr o c al of cytoto xin dilution (log 2)･
Fr action s of No. 14to No . 23w ere ap pliedto a





















































































使 用 した . Y ladre n alcell 上に 前記希釈毒素液 0.5ml
を注ぎ, 5分後毒素液 を吸引し, 直ち に P B S で洗浄後
組織培養用培地 5 ml添加 した こ の 培養瓶 を密栓 し,
37
0
Cで再 び培養 した. 培養瓶は 15個用 い て 行 っ た . 毒
素液 を注ぐ前と, 毒素液を注い だ後慣を追 っ て 1時間
毎12時間目まで 1 ケずつ 培養瓶 を取り出し各々 の時間
に 次 の 操作 を行 っ た. 5 mlの 培地 を吸引後4
0
Cに 冷却
した エ タ ノ ー ル 5 ml を培養瓶の中に加 え, 直ち に機械
的に 細胞 を剥が した後 これ を100
0
C の熱湯内へ 3分間つ
け, その 後室温中に放置 した . これ を温度が室温程度
に 下降した後 に 40×glO分間遠心 して上 清と 沈澱 に
分離 し, 下記の ごとく cyclic A M P を測定 した .
1)上清 は, 水分 を 50
0
Cで蒸発させ , 残 っ た 固形分
に 0.05 Msodiu m a c etate buffer(pH 4.0) 2.O ml
を加 え室温 に 20～ 30分放置 した . こ れ を Y A M A S A
Cyclic A M P Ass ay Kit (RI法) (ヤ マ サ 醤油k k, 束
京) を用い , そ の cyclic A M P の量 を測定 した
2O)
.
2) 沈澱は 0.1 N NaO H 2.Oml を加 え, その 蛋白
童を牛ア ル ブ ミ ン を コ ン ト ロ ー ル と して 280n m の 吸
光度 に よ り測定 した.
蛋白量あた り の CyClic AM Pの量 は1) と 2) よ り
得られ た数値の比と して算出し, 単位 はpic o m ol/m g
pr otein と した.
Fig. 3, Chr o m atogr aphy of the fr a ctio n s r a ngig betw e e nNo. 14a nd No . 23 in the
Sephade x G 200c olu m n(Fig. 2)o n a c olu m n(2.O by50c m)of diethyla min o ethyl - C ellulo se.
A line a rgradie nt of NaCIw a s u sed fo r elutio n. SymboIs :▲ ｢ ▲ , abs o rba n c e at280n m;
･ " ･-, NaClnor mality ;● - ● , re Cipro c alofcytoto xin dilutio n(log2)by 24h miⅩed c ultur e
m ethod(Y ladr en al c ella nd Hela c ell);(} - 0 , re Cipr o c al of cytoto xin dilutio n(log 2)by
5min agitatio n m ethod(Yladre n al c ell);○ - ○ , r eCipro c al of cytoto xin dilutio n(lof 2)by
5min agitatio n m ethod(Hela c ell).
Fig.4a. E ffe cto n Hela cells of C. d郷cile c ultur efiltr ate sby24hmix ed c ultu re m ethod. A,
n egativ e cytotoxin showing n o cha nge fr o m c o ntr oIc ells; B, CytOtO Xicityty pe pr oducing
C ell de ath m a nife sted by pykn otic n u clei,lo s of adherenc e a nd c ellshr
･
inkage.
Clo stridium difficile 毒素の 部分精製と生物学的活性
Fig･ 4l〕. Effe ct o nYl adre n alc ells of C. diqicile c ultu refiltrate sby 5min agitatio n m ethod.
A
,
n egativ e cytoto xin sho wing n o cha nge fr o m c o ntr oI ce11s; B, CytOtO nicity type
Pr O〔lu cing n u m er o u s r o u nded c e11s witho utlo ss ofad he r en c e.
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difficile (A T C C 17859) を B H I br oth で特 に 嫌
気性の処理 を行わず大東下37qC 5 日間静置培養 し, 培
養液 3.2 1 を得た . こ れ を遠心と フ ィ ル タ ー ろ過 に よ る
菌体成分除去後, 濃縮, 塩析, 透析 に より 7.O ml を得
た
.
これ をSephade xG 200 カ ラム を使 い 0･1 M Tris
- H Cl buffe r-0.2 M NaCl, pH 8.0で ゲル ろ過 し,
得られた 画分の各々 に つ き C P E活性と蛋白濃度を測定
した
. (Fig. 2). その結 果, No .14～ No .26 の画分に
C P E活性がある こ とが次 の如く判明 した.
1 . 24時間混合培養法 に よる 2種の 細胞の C P E
城
Y ladr en alc ell と Hela c ell の 2種 の細胞 を用い24
時間混合培養法で C P Eを検定 した- その結果, 両者と
も 形態変化 は濃縮核, 細胞剥離, 細胞線化で, PBSで
洗浄 し組織培養用培地 を添加 し培養 を続けても復元傾
向を認め な い と い う cytoto xicity 型
1 4)15)で あっ た(Fig.
4 a). 変性 の 開始 は画分に よ り異な るが , 早いものは
接触後 30分より始 まり RC D は各 々12～ 18時間後に最
大値 を認め た . また , こ の C P E は毒素液を560C30分
加熱 す る こ とに よ り失活 した.
2 . 各画分毎の R C D と蛋白濃度
RCD は ピ ー クが 1峰性 (No.14～ No .26 の画分) に
認め ら れ, 最大は No ･19の 画分 に R C D 17を認めた.
蛋白濃度は ピ ー クが 3峰性 に認め られ, 最大は No.16 の
画分に abs o rba n c e2･36 を示 し, 且 つ RCDの 1峰性ピ
Tablel. Sever al chara cte ristic s of C di#icile A T C C 17859cytoto xin . Fr a ctio n s ofNo. 12
a nd No■ 650fpartially purified C･ dimcile cytoto xin o n a c olu m n of D E A Ece11ulo se(Fig.
3)w e re u s ed. R C D, r e Cipr o c al of cytoto xin dilutio n.
F r a ct lo n N0 . 1 2 N0 .6 5
No r m al i ty of NaC l
fo r elut ⊥o n 土n D E A E
C el lulo se c01u m n
0 . 1 M 0 . 4 5M
R C D(log2) by
土n Y l adr e nal in Hela 土n Y l a dr en al 1n Eela
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ー クに属した . ま た, 総蛋白量は 547
･ 5m g で , No ･
14 ～ 甑 26の 画 分集計蛋白量 は 9
4･86m g で 全体 の
17.3%に 相当した ･
Ⅰ . p E A Ec e仙lo s eカ ラム に よ る 成績
次に Sephade xG 200カ ラ ム を使 っ て得 られた C P E
演性大なる部分(No･14
～ No･26 の画分)を更 に DE AE
celIulos eカ ラム を用 い て分画 を試 み た . ま ず0･1 M
NaCl (0･1 M Tris
- H Cl buffer, pH 8･0) で溶出し,
っ いで D E A Ec ellulo seカラム 吸着部分を 0･1 M
～ 1 ･O
M NaClの 直線勾配 で溶出 した. こ れ に より 得ら れ た
画分の 各々 に つ き CP E活性 と 蛋 白濃度 を測定 し た
(Fig. 3 ). CP E活性 は Yladr e n alc ellと Hela c ell
を用い ,24時間混合培養法と5 分間接触法 で検定した･
その結果, 2種類の C P E活性が あ る画分が次 の如く判
明した.
1 . 0.1M NaClで の 溶出画分
1)24時間混合培乗法に よ る 2種の 細胞 の C P E
Yladr en alcell と Hela c ellに 有意差 を認 め な か っ
た . 即ち, 両細胞 とも RCD は ピ ー ク を 1峰性 に 認 め最
大は No.12の 画分 に R C D 8 を認め, 形態変化 は CytO
-
toxicity 型で あ っ た .
2) 5 分間接触法に よ る 2種の 細胞の C P E
Yladrenalcellに 有意差 を認 め た. N o.12の 画分で
ほYladre n al c ell で R C D 6, Hela cell で RCD l
を認め た. そ して No.12画分の 2.5倍希釈液 5分間接
触法で Hela cellへ の C P E を認め な い 条件 に よ る Yl
adren alc ellの 形態変化は∴接触 4時間後 よ り出現 し,
18時間後に完全に 円形細胞化し たが, P BS で洗浄後組
織培養用培地 を添加 し培養す る と, 復元傾向を認め た.
これは大腸菌毒素で い われ て い る cytotonicity 型1 4)1 5】
を示し, CytOtO Xicity 型 と は明 らかに 異 な っ て い た(Fig.
4 b).
3 )蛋白濃度は ピ ー ク を1 峰性に認め最大は No.12の
画分で abso rba n c eO .25 を示 し, R C Dの ピ ー ク に ほぼ
1-･致してい た.
2 . (j.1M ～ 1 .O M NaClの 直線勾配 で の 溶出画分
1) 24 時間混合培養法に よる 2種 の 細胞の C P E
Yladre n alc ellと Hela c ellに 有意差 を認め な か っ
た
. 即ち, 両細胞 とも R C D は ピー ク を 1峰性 に 認 め,
最大は NaCI No r m alityO.4 5M に 位置 す る No.65画
分でRC D 16 を認め , 形態変化は cytoto xicity 型で あ
っ た .
2) 5 分間接触法に よる 2種の 細胞 の C P E
Yladre nalc ell と Hela c ellに 有意差を認 めな か っ
た
. 即ち, 両細胞とも R C D は ピー ク を 1峰性に 認 め,
厳木ほ No.64 の画 分 で Yladr en alc ell が R C D lO を,
Hela cell がR C D 9 を認 め, 形態変化 は cytoto xicity
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型で あ っ た .
3) 蛋白濃度は ピ ー ク を 4峰性 に 認め, 最大 は第3
ピ ー ク に属する No .72画分 で abso rban c eO.85を示 し
た . 第 2の ピ ー ク abs o rba n c e(280m rn)= 0.30 は R C D
の ピ ー ク に ほ ぼ 一 致 して い た.
0 .1 M NaCl で の溶出画分と 0.1 M～ 1.O M NaCl
の 直線勾配で の溶出画分の両者 と も, 56
0
C 30分加熱す
る こ と に よ り CPE 活性が失宿 した.
ⅠⅠ
. そ の 他 の 生物学的活性
以上 , C. difficileto xin の精製過程で 2画分の 易熱
性 C P E活性 を見出し, 各々 の 代表として No.12 と No .
65 の画分を 用 い 他の 生物学的活性 を測定 した (Table
l).
1 . マ ウス 致死活性
D D Y系雌 マ ウ ス を用い 尾静脈注射に よる マ ウス 致死
Fig. 5. Gro s ap pe a r a n c e, 18hafte rinje ctio n, Of
lo ops of r ab bit s m all inte stin e is olated by
ligatu re s a nd inje cted withpa rtially pu rified C.
d#cile cytoto xin o n a colu mp of D E A E
c ellulo se(Fig . 3). A, the lo op lnjected with
CytOtO Xin of fra ction No. 12c o ntainlng W ate ry
tran sparentliquid; A
'
, the Io op lnje cted with
cytotoxin of fr a ctio nNo. 12 prehe ated at56
0
C
fo r 30min sho wing n o cha nge; B, the lo op
l njected with cytoto xin of fr a ctio n No . 65
c o ntain ing dark c olo rliquid with blood; B
'
,
thelo opinje cted withcytoto xin of fr a ctio nNo.
65 preheated at 56
0
Cfo r 30min sho wing n o


























Fig.6. Inte stin e sof su ckl ing mic ein o culated 5hpr e vio u sly with pa rtially pu rified C.
diGqcile cytoto xin o n a c olu m n of DkA Ec ellulo se(Fig. 3). A,theinte stin eino c ulated with
CytOtO Xin of fr a ctio n No. 12sho wing po sitiv e cha nge, distentio n with cle arfluid; B, the
inte stin ein o c ulated with cytoto xin of fra ctio n No . 65sho wing n egativ e cha nge, n O
diste ntio n co ntainingda rker c ol rfluid du eto the n o r m alc o nte nt of bile.
O t 2 3 4 5 6 7 8 8 】Oll t2
Fig.7. Cyclic A M P in Y ladre n al c ells tre ated
with pa rtially pu rified C. dm cile cytoto xino n
a c olu m n ofD E A Ec ellulo s e(Fig. 3). SymboIs :
0 - 0 ,fra ction No. 1 2; ○
- ○ ,fra ctio n No . 65;
※ ,begin n lng pOint of cytopathic effe ct.
活性 の 測定を行 っ た . その 結果, Noユ2の 画分は 103倍
希釈まで マ ウ ス 致死活性 を認め, No.65 の画分は 10倍
希釈まで 認め た
.
2 . ウサ ギ小腸結染 ル ー プ法
体重 1.5～ 2.O kg の雄 白ウ サギ を用 い て小腸結染ル
ー プ法 に よ る毒素活性 を調 べ た. 両者 とも 103倍希釈ま
で 体液貯留 を認めたが性状が異な り,No .12の 画分は血
液 を全く含 まない 水棟性の 貯留液を認め, No蘭 画分は
血 液混入 の 暗赤色貯留液を認 めた (Fig. 5).
3 . 乳飲 み マ ウ ス の体液貯留法
胃内 へ 経 口的注 入 に よ り腸内の 体液貯留を調べ た.
その 結果, No .12 と No.65の 画分 両者とも 102倍希釈ま
で乳飲み マ ウ ス の 致死 を認 めた が, 103倍希釈では両者
と も乳飲み マ ウ ス の 致死 を認め な か っ た. そして, 前
者 に の み 体液貯留 を認め た (Fig. 6 ).
4 . Cyclic A M P(Fig. 7)
Y A M A S A Cyclic A M P As say Kit ( RI法) を用
い Y ladr e n al c ell接触 に よ る cyclic A MP の 上昇を
調 べ た. その 結果, No .1 2 の画分 に の み有意な増加を認
め た
. 即 ち, 3時間半頃に Y ladr e n al c ell が円形細
胞化 し, その 頃か ら cyclic A M P が急激に 増加しばし
め, 5時間め よ り な だ らか な増加と か わり 12時間れ■ノ
cyclic A M Pの 量は 38pic o m ol/m g protein を示し
た . 一 方 No .65の 画分は C P E を認めたが有意な増わ踏
認 めず12時間目 の cyclic A M Pの 量 は8 pic o mol
m g pr otein を示 した .
以 上 に よ り, 2画分 の 易熱性 の C P E活性は,in viv()
で も 同様 に 異る毒素活性 を有し且 つ CyClic AM F
) 献1
Clo stridiu m difficile 毒素の 部分精製と 生物学的活性
Fig.8. Gr os s ap pe a r anc e, 18h afte rinje ctio n, Of
loops of rabbit sm all inte stin e isolated by
ligatu r es a nd injected with c rude to xin of C･
d# cile. A, thelo opinjected with cr ude to xin
of C. d#cile K Z 57c o ntaining w ate ry tr a n s-
parentliquid; B, thelo op inje cted with cr ude
toxin of C. d#cile K Z lOI c o ntaining da rk
c olo rliquidwith blo od; C, n egativ e co ntr ol･
の差異をも有して い る こ と が判明し た. ま た, 予 備実
験的に K Z57株と K ZlOl 株の 粗毒素液 1.O ml を用い
ウ サギ小腸結染ル ー プ法 を行 っ た . そ の 結果 Noユ2 と
No.65 画分に よるもの と同様に 前者に 血 液を含まない 水
様性の 体液貯留を認め, 後者に 血 液混入 の 暗赤色体液
貯留を認める成績 を得 た (Fig. 8).
考 察
人の 抗生 剤 に よ る 偽膜性腸 炎 や重症下痢症 に C.
difficileto xin 証明 の 報告がなされ るよ うに な っ てか ら,
組織培養細胞の 変性 致 死 を指標 と し て C. difficile
to xiIlの精製が進 めら れ, 性状に 関 して もか な り詳 しく
報告され るよう に な っ た1 0 ト 1 2). ま た, 本来の 病原 性を
反映してい るin viv o系 を併用 し て の 毒素活性の 検討
もきれる よう に な っ た
.
しか し, その 下 痢発症 の 機序
に関して は解明 が 行わ れ て い な い .
この研究で は, ま ず C. difficile を BH I broth で特
に練気性の処理 を行わず 大気下 370C 5日 間の 静置培養
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を行い , こ れ に よ り毒素産生を容易に した. また, K Z 57
株と K Z lOl株の 粗毒素液 を用 い IL T を施行す ると,
C P E はと もに R C D 8に もか か わらず,前者に よ り水様
性の 貯留液 を認め後者に よ り血液棍入 の 暗赤色貯留液
を認 めた. 株の 相違 に よ り性状の 異な る体液貯留 を認
める と い う この 事実に着眼 し,Esche richia c oliの to xic
pr oducts の 差異 に よ っ て異なる細胞形態変化
2 4)を示 す
2種の 細胞 (Y ladre n alc ell, Hela cell) を指標 と し
て, C. difficile(A T C C 17859)の 粗毒素液 の 部分精製
を行 っ た. その 結果, D E A Ec ellulo seカラ ム に より 0.1
M NaClで の 溶出画分と 0.45 M NaCl で の溶出画分
の 2 つ に 分れ て 毒素画分が得 られ, 惹起さ せ る細胞形
態変化の差異 と して前者は cytoto nicity 型 を示 し, 後
者は cytotoxicity 型 を示 した. また 前者に の み cyclic
A M Pの 有意な産出誘導能 を認 めた. 即ち, CytOtO nicity
型 を示 す毒素が Yladre nalc el 表面の r e cepto rに 結
合 し, その 内側 の ade nylate cyclast を活性化 し A T P
か ら cyclic A M P を合成 し2 1), その 結果in viv oで は
IL Tで の 水様性体液貯留と su ckling m o u se a ss ay で
の 体液貯留 を認め る も の と思わ れ る. こ の反応 は易熱
性の 点で も E. c oliの he at-labiletoxin (以下 E. c oli
,L T と略)に 類似す るが, E. c oliTL Tの 場合は su ckl-
ing m o u s e a s say で 体液貯留を認め な い と い う点 で こ
の 毒素 と異 な る. 一 方 cytoto xicity 型 を 示 す 毒素 は
cyclic A M Pに 関与 しな い 細胞致死性で , その 結果in
viv oで はI L Tで 血液混入 の暗赤色体液貯留を認めるが
s u ckling m o u s e a ss ay で 体液貯留 を認めない もの と思
わ れ る.
Su ckling m o u se a ss ay
1 8)は従来 E. coli の he at -
stableto xin (以下 E. c ol 卜 S T と略;E. c oli-LT と
異な り作用 機序 に cyclic A M Pの 関与を認め ない) の
検定 に用 い られ て お り, E c ol 卜 L Tに は体液貯留を
認 め ない が , he atlabile to xin で も C. difficile to xin
の 場合は cyclic A M P が関与 し て い るも の に 体液貯留
が認 めら れ た こ と は, E. c oli-L T と C. difficileto xin
の 作用 機序に 異 なる 点の ある こ と を推察させ る. ま た,
マ ウ ス致死活性は cytoto nicity 型と cytoto xicity 型 の
い ず れで も認 め るが , C P E値の 低 い 前者の 方に 高く認
めた. こ の こ と か ら も 両者各々異な る機序で マ ウ ス 致
死 活性 を示 す も の と思 われ る. い ず れ に せ よ, 我々 の
と ころ に 認めた No .12 と No .65の C. difficileto xin は
上 野 らの D-1 と D-2 to xin1 2), Taylo rらの Pe ak I
と pe ak IItoxin
l l)の 各 々 に 近 い と 思 われ る が, 若干
異 なる 部分(例 えば No.65to xin の IL T油性 の 残存)
も観察され た. こ れ は部分精製の 各段階に 用 い られ た
方法の 菱, また は使周 薗株の 差に よる も の か も しれ な
い が , さ ら に 今後, 検討の 余地 を残 して い る.
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Sephadex G 200に よる ゲ ル ろ過後の 毒素 は cyto-
to xicity 型を示 したが , これ は cytoto xicity 型 の C P E
活性が cytotonicity 型の よ り強力なた め, CytOtO nicity
型 の C P E活性が マ ス ク さ れ た も のと 考え ら れ る. す な
わ ち, さ ら に D E A Ec ellulo seカ ラム で分画す る と,
CytOtO nicity 型 と cytoto xicity 型 を示 す 2 種 の C P E
活性画分に 分離され , しか も前者が後者 よりも R C D が
大 なる こ と か ら もう か が われ る.
また, ⅩZ 57株 と K Z lOl株 の株の相異に よるI L Tで
の 体 液貯留 の差異 は cytoto nicity 型 と cytoto xicity
型の う ち ど ちらが 優位 を占め るか に よ り説明 しう るよ
う に 思われ る.
同様 な 意味 で , 抗 生 剤 に よ る 下痢発症時 に , C.
difficile toxin を認 め た 場合,1水様性下痢 を認め る
e nte r o c olit sか 粘 血便混入 の 下痢 を認 め る pse udo･
m embra n o u s c olitis か あ るい は両者の混 在か は, CytO-
to nicity 型と cytotoxicity 型 の う ち ど ちらの 毒素産生





C. difficile (A T C C 17859) を B H I brムth で特
に 嫌気性の 処理 を行わず大気下 37
0
C 5 日 間静置培養
し, これ より得た粗毒素液 を濃縮後 Sephade xG 200 カ
ラム で ゲ ル ろ過 した. 得 られ た各々 の 画分につ き , Yl
adre n alc ell と Hela c ell を用 い 24時間混合培養法で
CP E活性 を調べ る と, い ずれ も 1峰性 の ピ ー ク を認 め
且 つ CytOtO Xicity 型を示 した. こ の C P E活性大 なる画
分 を集め, 更 に D E A Ec ellulo s eカ ラ ム を用 い て分画
を試み た. まず0.1 M NaClで 溶出 し, つ い で 0.1 M
～ 1.O M NaCl の直線勾配 で 溶出 した. こ れ に よ り得
られた各々 の 画分に つ き再び両細胞 を用 い C P E活性 を
測定した.24 時間混合培養法で はい ずれも cytoto xicity
型 を示 した が , 5分間接触法で は 0.1 M NaCl での 溶
出画分は cytoto nicity型 を示 し, 0.1 M～ 1.O M NaCI
の 直線勾配で の 溶出画分は cytoto xicity 型 を示 した.
また両 C P E活性とも 5 6
0
C30分加熱に よ り失活 した.
そ こで こ の 2 つ の 易熱性 C P E活性の代表画分を用 い 他
の 生物学的活性 を比較検討 し次の 成績 を得た .
1)マ ウス 致死性 は, CytOtO nicity 型 毒素分画(以 下
CytOtO nicity 型と略) と cytoto xicity 型毒素分画(以
下 cytoto xicity 型と略)の両者 に 認め るが , 前者に よ
り高か っ た .
2) ウサ ギ小 腸結勢 ル ー プ法は cytoto nicity 型 に 血
液混入 を認め ない 水様性の 体液貯留を認め た が, CytO･
to xicity塑 に 血液混入 の 暗赤色体液貯留を認 めた.
3) 乳飲み マ ウ ス法 に よる体液貯留 は, CytOtO nicity
城
型 に の み認 めた .
4) Y l adr en al c ellに よ る cyclic AM P産出は
CytOtO nicity 型 に の み有意な増加 を認め た
.
II･ C･ difficile の K Z 57株と K ZlOl株の粗毒素液
を用 い ウサ ギ小腸結敢 ル ー プ法 を行う と, 前者に血液
を含ま な い 水様性体液貯留 を認 め, 後者に血液浪人の
暗赤色体液貯留を認 め た･ こ れ らの 成績か ら, 感染し
た C･ difficile の 産生毒素が cytoto nicity型と cyto･
to xicity 塾の どち らの活性を多く示 す か に より瀾床像
が修飾さ れ る可能性が 示唆さ れ る.
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A bs血 ct
To elu cidate the m e cha nis m of dia rrheadu eto C d抑 cile.the pu rific atio n ofC difficile A T C C
1 7859 to xinafte rc ultivation of ba cteriu m c e址s in br ain he a rt in fusion br oth at 3 7
0
c u nderthe
atm ospher efo r5 days wa stried. T he supe rn at nt w a s subje cted to the e xpe rim e nt as ac rude
to xin
. A fte r c o n c e ntr atio n
,
t he cytopat hic effect (he r einafte r refer ed to as C P E) a ctive
Substa n c es o n Y ladr e n al a nd Hela c ells w e r epa rtially pu rified･ A fo1lo w
- uP Study of the
726 岩 城
CytO mOrPhologic al cha nge sdu eto this to xin rev e aled a ninte r esting fa ct o nthe m e chanism of
d iar rhe a･ A fte rgel filtr a io n of the crudeto xin fluid bySephadex G 2 0 0c olu m n, fra ction s with
la rge C P Eactivity w e repr o c e ssed by diethyla min o ethyl- Cellulose c olu m n, a nd the C P Ea ctivity
W a S Obs erved on the portio n
'
eluted with O･1 M NaCl(fr a ctio nI)a nd o nthe po rtion eluted with
lin ea rgradie nt of O･ 1 M to l･O M NaCl(fractio n Ⅱ), re SPe Ctiv ely- Cyto m orphologic ally, fra cti｡ nI
Sho w ed the CP Eactivity of a cytoto nicity type o nYladre n al c ells, al tho ugh the C PE w as not
Obs erv ed o n Hela c ells‥t he ro unding of Y ladr e n al c ells o c c u rr ed upo n5 min agitation but the
C P Ew as restored by t he e x cha nge of the m ed iu m ･ On the contr a ry, fra ctio nIIsho w edtheC PE
Of cytotoxicity ty pe: P ykn otic n u clei･ lo ssof ad he r e n c e a nd c ellshrinkage obs e rv ed on both
C e11s wer e n ot r e sto r ed by the ex change of the m ed iu m ･ Fr a ctio n I sho w ed a cyclic AM P
Pr Odu ctio n o nY ladr e n al cells and a r ete ntio n of w atery tra n spa r e nt hquid by sm all intestin al
ligation loop test in rab bits a s w e11a sa hquidretentio nin su ckling mic ein viv o system , While
fr a ctio nIrshow ed a r ete ntion of blo od- C O ntain ingda rk r ed hquid byt he abo velo optest, n egativ e
CyClic A M Ppr odu ctio n and negativ e r e sults in su ckling mic e･ Bot hof the m sho w ed alethal
activity wi thmic e ‥ the toxicity w a shighe rin fr a ctio nI than in fr a ctio nII･ T he toxicity was
heat lab ne ‥ itwas in activated by he ating at 5 6
0
c fo r3 0min
･ It is s ugge sted that the clinical
Pictur edu eto the infectio n wit hC d脚 cile m ay be m od ified by the tw o ty pe s of toxicity;
CytOtO nicity a nd cytotoxicity.
